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摘  要 : 使用异源表达系统直接分泌表达具有活性的微生物谷氨酰胺转氨酶  (Microbial transglutaminase，
MTG) 是目前最具前景的 MTG生产方法之一，但由于产量较低无法实现工业化生产。毕赤酵母是近年来发展
出的高效蛋白表达系统。通过采用 pro序列与成熟 MTG基因共表达的策略，成功地实现了用重组毕赤酵母分
泌表达具有活性的茂原链霉菌 Streptomyces mobaraense MTG。进一步通过对 pro序列和 MTG基因拷贝数以及
重组酵母培养条件的优化，最终使得 MTG在 1 L发酵罐中高密度发酵的酶活达到 7.3 U/mL，为 MTG的工业
化生产奠定了基础。  
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Abstract:  Direct secretory expression of active microbial transglutaminase (MTG) using heterologous hosts is a 
promising strategy, although its production level still needs to be improved for industrial production. Pichia pastoris is one 
of the most efficient expression systems developed in recent years. In this study, secretory expression of active MTG was 
successfully achieved by co-expressing the pro sequence and mature MTG genes in P. pastoris. Furthermore, we optimized 
the copy number of pro/MTG expression cassettes and the fermentation conditions. MTG production level reached 
7.3 U/mL in 1-liter fermentor through high density fermentation, providing the feasiblity for industrial scale preparation 
of MTG. 
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菌 Streptomyces hygroscopicus[5]等。链霉菌 MTG
是一种胞外酶，以无活性的酶原 (pro-MTG) 形
式分泌，pro-MTG 被胞外蛋白酶 SAM-P45 切除
































使得MTG在 1 L发酵罐中的产量达到 7.3 U/mL，
初步证明了利用毕赤酵母直接分泌表达具有活
性的 MTG的可行性。  
1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株与质粒 
大肠杆菌 E. coli DH5α、Pichia pastoris 
GS115以及质粒 pAOα[20]均为本实验室保存。 
1.1.2  酶、试剂、引物和 DNA序列测定 
所有核酸限制性内切酶购自 NEB 公司。
DNA 连接酶 (SolutionⅠ)、DNA Marker、Taq 
DNA聚合酶以及蛋白Marker购自 TaKaRa公司。
质粒提取试剂盒、小片段 DNA 回收试剂盒以及
琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒购自 OMEGA 公
司。引物合成和 DNA 测序由北京擎科生物有限
公司完成。 





1.2  方法 
1.2.1  成熟谷氨酰胺转胺酶 (MTG) 基因和 pro
序列基因的克隆 
根据 GenBank 提供的 pro-MTG 基因序列
(GenBank Accession No. AY502065.1)，分别设计
成熟 MTG 基因的扩增引物 mtgF (引入 XhoⅠ) 
和 mtgR (引入 EcoRⅠ)，以及 pro序列的扩增引
物 proF (引入 XhoⅠ) 和 proR (引入 EcoRⅠ)。 
以茂原链霉菌菌株基因组为模板，PCR扩增
MTG基因。PCR条件为：95 ℃预变性 5 min；
94  30 s℃ ，55  30 s℃ ，72 ℃ 80 s，30个循环；
72 ℃延伸 10 min。PCR产物纯化后与 pMD19-T 




间为 20 s。 
1.2.2  pro/MTG共表达载体 pAOα-pro-MTG的
构建 
将分泌型表达载体 pAOα 利用 XhoⅠ和
EcoRⅠ双酶切后，通过胶回收得到线性化质粒载








表 1  引物列表 
Table 1  List of primers 
Primer name  Primer sequence (5′–3′) Size (bp) 
mtgF ATCTCTCGAGAAAAGAGACTCCGACGAC 28 
mtgR AAGGCGAATTCACGGCCAGCCCTGCT 26 
proF TCTCTCGAGAAAAGAGACAATGGCGCG 27 
proR GGCGAATTCAGGGGGCCCGGAA 22 
Underlined characters are restriction enzyme cutting sites. 
 





肠杆菌 DH5α，获得 pro/MTG共表达载体 pAOα- 
pro-MTG。 
1.2.3  多拷贝 pro/MTG共表达载体的构建 
将得到的载体 pAOα-pro-MTG利用 BamHⅠ
线性化后，通过胶回收得到线性化质粒载体；同
时将 pAOα-pro-MTG 利用 BamHⅠ和 BglⅡ双酶
切，胶回收 pro/MTG 基因表达盒；将该表达盒
与线性化质粒载体通过 SolutionⅠ连接酶连接后
转化大肠杆菌 DH5α，获得 2拷贝 pro/MTG共表
达载体 pAOα-2pro-2MTG。同样的策略，得到 3
拷贝 pro/MTG共表达载体 pAOα-3pro-3MTG。 













200 r/min，每 12 h添加 8‰甲醇，共诱导 96 h。
得到的发酵上清液用于酶活测定。MTG 酶活的
定义为： 37 ℃时 MTG 每分钟催化底物 
(N-CBZ-Gln-Gly, Sigma 公司) 生成 1 mmol/mL
谷氨酸-单羟胺酸 (氧肟酸) 为 1 个酶活单位。
MTG酶活的测定方法按照参考文献[21]进行。 
1.2.6  重组菌株 GS2MTG摇瓶发酵培养基优化 
从 pH 和培养基两方面优化 GS2MTG 表达
MTG 的发酵条件。pH 优化方面，将 GS2MTG
在 YPD中培养 24 h，收集菌体并分别接种至不
同 pH的 BMMY培养基中，将 pH调至 4.0、5.0、
6.0、7.0和 8.0，诱导培养 96 h后，取样测定 OD600
和酶活。培养基优化方面，将 GS2MTG在 YPD
中培养 24 h，收集菌体并分别接种至 BMMY、
BSM和 12％麦芽汁培养基 (麦芽汁 12 g，加蒸
馏水溶解定容至 100 mL)，诱导培养 96 h后，取
样测定 OD600和酶活。 
1.2.7  1 L发酵罐高密度培养 
高密度发酵在 1 L发酵罐中进行，将经过摇





拌转速 100~750 r/min，通气量 1 L/min 和温度
30 ℃。发酵约 24 h后，当溶氧值升高并维持较
高水平时，开始采用流加策略补加 50％甘油，维
持溶氧值在 10％左右。待发酵液 OD600 值达到
250~300时停止补料，开始补加 100％甲醇诱导，
根据溶氧水平控制补料速率，整个发酵过程中控
制溶氧水平为 5％~10％。发酵过程中每 24 h取
样测定 OD600和酶活。 
2  结果与分析 
2.1  基因克隆和载体构建 
以茂原链霉菌菌株基因组为模板，利用引物
mtgF和 mtgR，proF和 proR通过 PCR得到 MTG
成熟肽基因和 pro 基因，PCR 产物大小分别为









3pro-3MTG，并通过 BamHⅠ和 Bgl Ⅱ双酶切验证，
切出片段大小与理论值完全相符 (结果未显示)。 






图 1  共表达载体 pAOα-pro-MTG质粒图 





板挑取 3~5 个单菌落，利用 YPD 培养基培养后
提取基因组，通过 PCR证明 MTG基因已经整合
到毕赤酵母基因组中，通过定量 PCR 验证所整
合的 MTG 基因拷贝数与预想值一致 (结果未显
示)，得到的 1~3 拷贝的重组酵母菌株分别命名
为 GS1MTG、GS2MTG和 GS3MTG。 
将以上 3株菌株分别接种 BMMY 进行摇瓶
发酵，以 GS115 作为对照。摇瓶诱导发酵 96 h
后测酶活，结果如图 2所示。GS1MTG、GS2MTG
和 GS3MTG 均实现了活性表达，它们的酶活分
别达到 0.18、0.25和 0.22 U/mL，其中以 2拷贝
菌株 GS2MTG产量最高，因此选取 GS2MTG作
为后续研究。 
2.3  发酵培养条件的优化 
首先考察了不同 pH 值对毕赤酵母生长及
MTG生产水平的影响。将 GS2MTG菌株分别在





酶活。由图 3 可以看出，pH 值的变化对于菌体
生长的影响并不显著，但对 MTG 产量的影响显
著。在 pH值为 6.0和 7.0时，产酶量最高。特别





图 2  各重组毕赤酵母菌株表达 MTG 酶活的比较 
(GS115 为阴性对照， GS1MTG、 GS2MTG 和
GS3MTG分别为含有 pro/mtg共表达盒 1拷贝、2拷
贝和 3拷贝重组菌株) 
Fig. 2  MTG activities of constructed recombinant 
Pichia pastoris strains. GS115 is utilized as negative 
control, GS1MTG, GS2MTG and GS3MTG are 
recombinant strains that contain one copy, two copies 
and three copies of pro/mtg co-expression cassettes. 
 
图 3  不同 pH对 GS2MTG生长和产酶的影响 
Fig. 3  Effect of different pH on GS2MTG growth and 
enzyme production. 
导培养 96 h后，BSM培养基和麦芽汁培养基的








pH 6.0的条件下，以 BMGY和 BMMY为培养基
诱导发酵，发酵结果见图 5。整个诱导过程持续
120 h，酶活最终达到 7.3 U/mL。 
 
图 4  不同培养基对 GS2MTG生长和产酶影响 
Fig. 4  Effects of alternative media on GS2MTG 
growth and enzyme production. 
 
图 5  不同诱导时间 GS2MTG的生长和产酶情况 
Fig. 5  Growth and enzyme production of GS2MTG at 
different induction time. 
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3  讨论 
Yurimoto 等首先采用了 MTG 的 pro 序列和
MTG 成熟编码区共表达的策略，实现了在甲基




对 pro/MTG 的拷贝数进行了优化，结果表明 2













和高于 7.0 都会使酶活降低，特别是在低于 6.0
时，酶活下降显著，这意味着在 MTG 发酵培养
中对于 pH值的控制是十分重要的。蛋白电泳结
果表明在低 pH 的情况下 MTG 蛋白表达量显著
降低 (结果未显示)，这说明 pH 是在蛋白质表
达水平影响 MTG 产量的。pH 对 MTG 表达的





终 MTG 产量，都只比 BMMY 培养基略低，一
定程度上可以代替 BMMY 培养基。而用廉价的
BSM 培养基替代 BMMY 培养基的实验并不成
功，不但菌株生长明显减缓，更重要的是在 BSM
培养基中仅能检测到微弱的 MTG 活性，蛋白电
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